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研究成果の概要（和文）： 
 インフルエンザウイルスの増殖機構の解明のため、遺伝学的解析が可能である出芽酵母を用
いてウイルスゲノム複製に関与する宿主因子のスクリーニング系の確立を試みた。その結果、
酵母内においてウイルスゲノム複製反応を担うウイルス因子の発現に成功した。現在、スクリ
ーニング系を完成させるための研究を継続している。また、申請者らの先行研究により見出し
た宿主因子の候補となるヒトタンパク質の機能解析を進めた。そして、ヒト Prp18 タンパク質
が、ウイルスゲノム複製に関与することを明らかとし、インフルエンザウイルス増殖メカニズ
ムの解明に寄与することができた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
To identify host factors systematically, we tried to develop a system in which yeast cells 
support the replication and transcription of the influenza virus genome depending on 
transfected vRNP complexes.  Yeast is a good model eukaryotic cell with merits including 
the well-established genetics and the entire genome information for the genome-wide 
screening.  Using a genome-wide set of yeast single-gene deletion strains, we fished 
several host factor candidates affecting viral RNA synthesis.  We found that among them, 
Tat-SF1 and Prp18 were a stimulatory host factor in the influenza virus RNA synthesis.  
Tat-SF1 and Prp18 interacted with NP free of RNP that but not with associated with RNA, 
and facilitates formation of RNA-NP complexes. 
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１．研究開始当初の背景 
ウイルスが増殖するには、宿主となる細胞
が必要である。ウイルス感染は細胞表面への
吸着に始まり、子孫粒子の放出に至る各段階
において、ウイルス側と宿主細胞側のさまざ
まな因子が関与しあい進行する。よって、ウ
イルス複製機構や病原性を理解するには、ウ
イルス性因子の解析に加え、ウイルスタンパ
ク質と相互作用する宿主因子を探索・同定し、
感染細胞内における機能の解明が必要であ
る。特に、子孫ウイルス粒子の複製のために
必須なウイルスゲノム複製過程において、ウ
イルス因子－宿主因子間の詳細な制御機構
は不明な点が多く、解析が必要とされている。 
 
２．研究の目的 
研究目的は、インフルエンザウイルスのゲ
ノム複製過程に関与する宿主因子の同定と、
その機能解析である。 
インフルエンザウイルスのゲノムは一本
鎖マイナス鎖RNAであり、そのゲノムには、
ウイルスRNA依存性RNAポリメラーゼ(PB1、
PB2 および PA)とヌクレオプロテイン(NP)が
結合し、vRNP 複合体（ウイルスゲノム‐タ
ンパク質複合体）を形成している。ウイルス
ゲノムからの転写・複製反応は、vRNP から
起こる。複製反応は 2 段階からなり、vRNA か
ら完全相補鎖である cRNA（complementary 
RNA）が合成された後、子孫 vRNA が増幅す
る。 
以前に申請者らは、ウイルス粒子より精製
した vRNP を、スフェロプラスト法を用いて
酵母に導入する手法（vRNP トランスフェク
ション）を確立し、酵母内でウイルスゲノム
複製が起きることを明らかにした。さらに、
DNA および RNA 結合に関与する各酵母遺伝
子（354 遺伝子）が欠損したライブラリーに 
それぞれ vRNP を導入し、ウイルス RNA 合
成能をリアルタイム RT-PCR により検討した。  
その結果、ウイルス RNA 合成を促進する
宿主因子の候補をいくつか同定した。その中
の 1 つである酵母遺伝子 CUS2 は、ヒトホモ
ログとして Tat-SF1(Tat stimulatory factor 1)が
存在した。培養細胞や試験管内再構成系を用
いた解析から、Tat-SF1 はウイルス RNA と結
合していない NP と結合し、NP を効率よく
RNA にリクルートすることでウイルス RNA
合成を促進することがわかった。以上の結果
より、酵母を用いたウイルスゲノム複製系が
宿主因子のスクリーニングに有効であるこ
とが示唆され、新たなウイルス制御機能が明
らかとなった。 
本研究では、酵母内ウイルスゲノム複製系
をウイルスタンパク質発現プラスミドによ
り再構成し、網羅的かつ簡便に新規宿主因子
を同定する系の開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1)酵母内 vRNP発現系を用いた新規宿主因
子のスクリーニング系の開発 
酵母内ウイルスゲノム複製系を利用して
網羅的および効率よくスクリーニングを行
うためには、vRNP 複合体を恒常的に発現さ
せる必要がある。そのために、出芽酵母にウ
イルス RNA ポリメラーゼ PB1、PB2、PA お
よび NP とモデルウイルス RNA を発現させ、
レポーター遺伝子が機能する vRNP を作らせ
る（図 1）。 
vRNP 複合体を発現している酵母が、モデ
ル遺伝子を転写し、レポータータンパク質の
発現を示したら、酵母に変異を導入する。そ
の変異により、レポーター活性が増加、また
は減少する酵母株を単離する。 
酵母内において、vRNP複合体
からの転写・複製反応の活性を、
レポータータンパク質を測定す
ることで検出する。
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図１ レポーター遺伝子発現系を用いたスクリーニング系
そして、その原因となった遺伝子を相補試
験により同定する。また、遺伝子欠損株ライ
ブラリーに vRNP を発現させ、レポーター遺
伝子発現の増減する株を選択し、その原因と
なった遺伝子を同定する手法も行う。 
 
(2)ウイルスゲノム複製に関与する宿主因
子の機能解析 
スクリーニング系により同定した酵母遺
伝子は、vRNP 複合体からの転写・複製に関
与する宿主因子である可能性が高い。次に、
それら因子のヒトホモログの解析に移る。酵
母のスクリーニング系で同定した宿主因子
が、ヒト細胞内でも機能的にウイルス増殖に
寄与していることを、培養細胞を用いた感染
実験や遺伝子ノックダウン実験、さらに試験
管内ウイルス RNA 合成系やリコンビナント
タンパク質を用いた再構成実験などにより
証明する。宿主因子として機能することが示
された後は、各因子の機能特性ごとにウイル
ス増殖への関与を詳細に解析する。 
 
 
 
４．研究成果 
(1)酵母内 vRNP発現系を用いた新規宿主因
子のスクリーニング系の開発 
持続的に酵母内で vRNP を発現させるため、
プラスミドを用いた発現系の構築を試み、そ
の結果 vRNP 構成因子であるウイルス RNA
ポリメラーゼサブユニット PB1、PB2 および
PA と、NP タンパク質の発現に成功した（図
2A）。また、ウイルスゲノムの転写・複製反
応の活性の指標となるモデルウイルス RNA
を試験管内で合成し、酵母にトランスフェク
ションすることで転写・複製反応が起こるこ
とを確認した（図 2B）。 
現在、モデルウイルス RNA を酵母内にお
いて発現させるプラスミドの構築を行って
おり、vRNP を構成するすべてのウイルス因
子を共発現できる系の確立を試みている。 
 
 
(2)ウイルスゲノム複製に関与する宿主因
PB1
PB2
PA
NP
Model viral RNA (Coding GFP)
Glucose Galactose
a b c
d e f
DAPI
GFP
Expression of GFPB
A
PB1
PB2
PA
NP
G
lu
co
se
G
al
ac
to
se
1 2 3
PB1
PB2
PA
NP
Western blotting
plasmid
図２ 酵母内におけるウイルスタンパク質と
モデルウイルスRNAの発現
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子の機能解析 
プラスミドを用いた酵母内 vRNP 発現系の
確立は果たせなかったが、先行研究の vRNP
トランスフェクションによって宿主因子の
候補となっていた因子の解析を行った。ウイ
ルス RNA 合成活性を促進する宿主因子の候
補がいくつか見出されていたが、その中の
Prp18 に着目し機能解析を行った。 
培養細胞を用いた解析、および生化学的な
再構成実験により、Prp18 はウイルス因子の
一つであるRNA結合タンパク質のNPと結合
することを明らかにした。Prp18 は、NP をウ
イルス RNA へ効率よくリクルートすること
で、vRNP 形成を促進することが示唆された。
また、Prp18 は NP の RNA 結合の有無を認識
して相互作用することを明らかにした。以上
の結果は、ウイルスゲノム複製反応を制御す
る新規宿主因子の分子メカニズを解明した
ものであり、新しいウイルス制御法の開発に
寄与できる可能性もある。 
今後は、他の候補因子についても詳細な分
子メカニズムの解析を行う予定である。 
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